(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
13 octobre 2005 (13.10.2005) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 2005/095634 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12Q 1/04 



Pierre [HR/FR]; 4 rue Chantemerle, F-69360 Serezin du 
Rhone (FR). 



(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2005/000696 (74) Mandataires 



(22) Date de depot international : 22 mars 2005 (22.03.2005) 



(25) Langue de depot : 

(26) Langue de publication : 



francais 
francais 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

0402985 23 mars 2004 (23.03.2004) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : LI- 
BRAGEN [FR/FR]; 3 rue des Satellites, Batiment Canal 
Biotech, F-31000 Toulouse (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : MONSAN, 
Pierre [FR/FR]; 22, Chemin Gravette, F-31700 Mon- 
donville (FR). BENSOUSSAN, Claude [FR/FR]; Chemin 
Lanoux, F-31290 Renneville (FR). REULET, Philippe 
[FR/FR]; 8 rue Cesar Franck, F-75015 Paris (FR). NALIN, 
Renaud [FR/FR]; Quartier Pasquet, F-31650 Auzielle 
(FR). ROBE, Patrick [FR/FR]; La Reynerie, F-31450 
Odars (FR). TUPHILE, Karine [FR/FR]; 28 rue Savigny, 
F-91390 Morsang sur Orge (FR). GILLET, Benjamin 
[FR/FR]; 46 rue Thibaudiere, F-69007 Lyon (FR). PUJIC, 



GALLOIS, Valerie etc.; Cabinet 
BECKER ET ASSOCIES, 25 Rue Louis Le Grand, 
F-75002 Paris (FR). 

(81) Etats designes (sauf indication contraire, pour tout titre de 
protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, 
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FT, GB, 
GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, 
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, 
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, 
PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 
ZW. 

(84) Etats designes (sauf indication contraire, pour tout titre 
de protection regionale disponible) : ARIPO (BW, GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 
ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FT, 
FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, 
SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, B J, CF, CG, CI, CM, GA, GN, 
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Declaration en vertu de la regie 4.17 : 

— relative a la qualite d'inventeur (regie 4.17.iv)) pour US 
seulement 

[Suite sur la page suivante] 



(54) Title: METHOD FOR THE IDENTIFICATION OF A METABOLIC PATHWAY FAMILY BY MEANS OF POSITIVE SE- 
LECTION 

(54) Titre : METHODE D' IDENTIFICATION DE FAMILLE DE VOIE METAB OLIQUE PAR SELECTION POSITIVE 



m 
id 

ON 

i?5 



o 



(57) Abstract: The invention relates to the direct selection of metabolic pathways having a determined function in the transformation 
of a substrate {Ai} into a target product {B}, which is of interest in the industrial, pharmaceutical or agri-food sectors. More specif- 
ically, the invention relates to the detection, within metagenomic libraries, of novel biosynthesis pathways involved in a biochemical 
reaction having a known product {B}. The selection and characterisation of said novel metabolic pathways enables {B} to be pro- 
duced enzymatically. The invention provides an alternative to the chemical synthesis of the molecule in question {B}. Moreover, 
and above all, the invention can be used specifically to target and exploit the only metabolic pathways enabling the transformation 
of {Ai} into {B}, while eliminating the associated metabolic pathways that can catabolise the target product {B}. 

(57) Abrege : L'invention se rapporte a la selection directe de voies metaboliques ayant une fonction determinee dans la trans- 
formation d'un substrat {Ai} en un produit cible {B}, presentant un interet industriel, pharmaceutique ou agroalimentaire. Plus 
particulierement l'invention porte sur la detection, au sein de banques metagenomiques, de nouvelles voies de biosynthese impli- 
quees dans une reaction biochimique dont on connait le produit {B). A travers la selection et la caracterisation de ces nouvelles voies 
metaboliques, permettant de produire {B} par voie enzymatique, la presente invention offre une alternative a la synthese chimique 
de la molecule d'interet {B }. Aussi et surtout l'invention permet de cibler et exploiter specifiquement les seules voies metaboliques 
permettant la transformation {Ai} en {B}, en s'affranchissant des voies metaboliques connexes susceptibles de cataboliser le produit 
cible {B}. 
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METHODE D'IDENTIFICATION DE FAMILLE DE VOIE 
METABOLIQUE PAR SELECTION POSITIVE 



5 Champ de I'invention 

L'invention se rapporte a la selection directe de voies metaboliques ayant une fonction 
determinee dans la transformation d'un substrat {A} en un produit cible {B}, presentant 
un interet industriel, chimique, pharmaceutique, cosmetique, agrochimique ou 
nutraceutique. Plus particulierement Pinvention porte sur la detection, au sein de 

10 banques metagenomiques, de nouvelles voies de biosynthese impliquees dans une 
reaction biochimique qui conduit au produit {B}. A travers la selection et la 
caracterisation de ces nouvelles voies metaboliques, permettant de produire {B} par 
voie enzymatique, la presente invention offre, soit vine alternative a la synthese 
chimique de la molecule d'interet {B}, soit permet la synthese de produit {B} jusqu'a 

1 5 present inaccessible par voie chimique. 

Contexte de I'invention 

La biocatalyse, definie comme la synthese biologique de molecules d'interet par voie 
enzymatique, connait une popularity croissante en proposant une puissante alternative a 

20 la synthese chimique, en terme de cout, de temps, d'etapes de purification, et de 
simplicity de mise en oeuvre. La mise en place de tout nouveau procede de biocatalyse a 
l'echelle industrielle necessite toutefois (i) d'identifier l'enzyme (ou les) enzyme(s) 
permettant de convertir specifiquement le substrat foumi en le produit recherche, (ii) 
d'identifier l'enzyme (ou les) enzyme(s) permettant de realiser la catalyse de fa?on 

25 stable et dans les conditions particulieres liees au processus industriel (thermostabilite, 
pH, tolerance aux conditions denaturantes de solvants organiques, etc). 

De part leur repartition universelle, y compris dans les environnements les plus 
extremes, les microorganismes sont connus pour pouvoir realiser des fonctions 
30 enzymatiques tout a fait originales et dans des conditions compatibles avec les 
processus industriels evoques precedemment. 

Cependant, Tapproche prometteuse d' exploiter ces fonctions bacteriennes a toujours ete 
considerablement limitee par un verrou technologique : l'isolement et la culture in vitro 
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de Fenorme potentiel que constitue la diversite bacterienne. La plupart des bacteries se 
developpant dans des environnements naturels complexes (sols et sediments, 
environnements aquatiques, systemes digestifs, ...) n'ont pas ete cultivees car leurs 
conditions optimales de culture sont inconnues ou trop difficiles a reproduire. De 
5 nombreux travaux scientifiques demontrent cet etat de fait, et il est maintenant 
largement admis que seulement 0.1 a 1% de la diversite bacterienne, tous 
environnements confondus, ont ete isoles et cultives (Amann et al, 1995, Microb. Rev., 
59 : 143-169). Si la recherche de nouvelles voies biocatalytiques au sein de collections 
de souches microbiennes a montre son efficacite, elle presente neanmoins 
10 F inconvenient majeur de n'exploiter qu'une part infime de la biodiversite bacterienne. 

De nouvelles approches ont ete developpees pour contourner ce point critique de 
Pisolement des bacteries et pour acceder a cet enorme potentiel genetique constitue par 
les systemes d' adaptation des bacteries a travers leur longue evolution. Cette approche 
15 se nomme Metagenomique parce qu'elle concerne un ensemble de genomes d'une 
communaute bacterienne sans aucune distinction (metagenome). 

La metagenomique implique Pextraction directe d'ADN a partir d'echantillons 
environnementaux, leur propagation et leur expression dans des hotes bacteriens 

20 cultivables. La metagenomique au sens strict a tout d'abord ete utilisee pour 
Identification de nouveau phyla bacteriens (Pace, 1997, Science, 276 :734-740). Cette 
approche est basee sur le clonage specifique de genes reconnus pour leur interet 
phylogenetique, comme par exemple ADNr 16S. D'autres developpements ont ete 
realises pour l'identification de nouvelles enzymes d'interet environnemental ou 

25 industriel (Brevet Terragen Diversity N° US 6,441,148). Dans ces deux approches, la 
metagenomique commence par une selection des genes recherches. Cette selection se 
fait par une approche PCR (Polymerase Chain Reaction), generalement avant Tetape de 
clonage. Dans le dernier cas, le vecteur de clonage est preferentiellement un vecteur 
d'expression (i.e. il contient des sequences regulatrices en amont du fragment d'ADN 

30 clone, lui permettant de faire exprimer PADN clone dans un hote d'expression donne). 

Des developpements plus recents considerent la totalite du metagenome. Ainsi aucune 
selection ni aucune identification ne sont effectuees avant la realisation de la banque 
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d'ADN metagenomique, de maniere tout a fait aleatoire. Cette approche donne done 
acces a la totalite du potentiel genetique de la communaute bacterienne prospectee sans 
aucun a priori. 

5 De maniere generate, les bacteries ont un role important dans le fonctionnement des 
ecosystemes. De fait, elles sont quantitativement bien representees. Par exemple, on 
estime qu'un gramme de sol peut contenir de 1 000 a 10 000 especes de bacteries 
differentes avec 10 7 a 10 9 cellules en considerant les bacteries cultivables et non- 
cultivables. Recuperer l'ensemble de cette diversite dans des banques d'ADN 
10 metagenomique demande de pouvoir generer et gerer un grand nombre de clones. 

Dans cette derniere approche, les banques d'ADN sont composees de plusieurs dizaines, 
centaines de milliers, voir meme de plusieurs millions de clones recombinants qui se 
differencient les uns des autres par l'ADN qu'ils ont incorpore. A ce titre, la taille 

1 5 moyenne des inserts metagenomiques clones est de toute premiere importance dans la 
recherche de voies de biosynthese bacteriennes car la plupart du temps ces voies sont 
organisees en cluster chez les bacteries. Plus les fragments d'ADN clones sont grands 
(superieur a 30Kb), plus on limite le nombre de clones a analyser et plus on a de chance 
de recuperer des voies metaboliques completes, permettant d'obtenir la conversion d'un 

20 substrat {A} en un produit cible {B} et en source de croissance. 

Etant donne le nombre important de clones recombinants a etudier et le nombre d'essais 
a realiser, de nombreux laboratoires s'orientent vers l'utilisation de systemes 
d 'hybridation a haute densite (membranes a haute densite ou puces a ADN), notamment 
25 dans la caracterisation des communautes bacteriennes (pour revue voir Zhou et al., 
2003, Curr. Opin. Microbial., 6 :288-294). 

Meme si l'ensemble de ces donnees ne portent pas sur des banques metagenomiques, 
elles foumissent neanmoins un grand nombre d' informations telles que la quantification 
30 de differents genes fonctionnels (Cho et al., 2003), 1' etude de genes fonctionnels et leur 
diversite (Wu et al, 2001, AppL Environ. Microbiol., 67 :5780-5790) et la detection 
directe de genes ADNr 16S (Small et aL, 2001). Seule une etude relate l'utilisation de la 
metagenomique en combinaison avec les puces a ADN (Sebat et al., 2003, Appl. 
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Environ. Microbiol., 69 : 4927-4934) pour Pidentification de clones contenant de 
PADN issu de bacteries non-cultivables et leur selection pour des analyses 
supplementaires. 

5 Le criblage d'activites enzymatiques ou d'activites antibacteriennes a partir de banques 
metagenomiques a ete largement decrit dans la litterature scientifique. Les etudes ont 
porte, par exemple, sur la detection directe d'activite chitinase (Cottrell et al, 1999, 
Appl. Environ. Microbiol., 65 :2553-2557), lipase (Henne et al, 2000, Appl. Environ. 
Microbiol., 66 :31 13-3116), DNAse, et amylase (Rondon et al, 2000, Appl. Environ. 

10 Microbiol. ,66 :2541-2547) etc... Dans ces etudes, les bacteries hotes contenant les 
clones recombinants sont mises en culture sur un milieu complements par le substrat 
dont on cherche la metabolisation, et le criblage de Pactivite est generalement base sur 
la manifestation de halos ou de precipitats autours des colonies, ou par un changement 
d'aspect des colonies qui metabolisent le substrat etudie. II est a noter que les activites 

15 enzymatiques detectees a travers ces exemples constituent des activites nouvelles pour 
la bacterie hote mais ne sont pas indispensables a la croissance de celle-ci dans les 
exemples presentes. Une approche similaire a ete decrite dans le brevet (Chromaxome 
N° 5,783,431). Ce brevet decrit une methode de criblage d'activite basee sur 
Pencapsulation de clones individuels ou pooles d'une banque dans une matrice stable, 

20 inerte et poreuse (avantageusement de Palginate), sous la forme de macro- ou de micro- 
goutelettes. Les gouttelettes sont par exemple soumises a une culture liquide contenant 
les elements nutritifs necessaires a la croissance bacterienne ainsi qu'un substrat (par 
exemple X-glucosaminide, X-acetate, X-glucopyranoside, etc..) dont la metabolisation 
se traduit par P apparition d'une coloration bleue. 

25 

De maniere alternative, le criblage phenotypique decrit dans le Brevet Proteus (N° FR 2 
786 788) s'appuie sur une preparation prealable des sequences d'acides nucleiques 
codant pour la proteine cible (elements amont et aval necessaires a la transcription et a 
la traduction des genes cibles), la transcription et la traduction in vivo, puis la detection 
30 et la mesure de Pactivite des proteines cibles. 

Toutes ces methodes de criblage imposent Putilisation de systemes a haut debit car ils 
impliquent le passage de tous les clones a travers le test de criblage pour identifier les 
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clones d'interet repondant positivement aux tests. A ce titre, la societe Diversa, leader 
dans le domaine de la decouverte de nouvelles molecules, a developpe une plateforme 
unique, appelee GigaMatrix, permettant un criblage a ultra haut debit, de Pordre de 1 
milliard de clones par jours (http://www.diversa.com/techplat/gigamatrix/default.asp). 

5 

Une autre approche a ete deja decrite dans le brevet WO 00/22170 de Microgenomics 
(N° US 6,368,793 Bl). Ce brevet decrit une methodologie d' identification de voie 
metabolique transformant un substrat S en un produit recherche T par creation ou 
identification d'un organisme genetiquement manipule dont la capacite a realiser cette 

10 reaction est placee sous le controle d'un promoteur inductible. Cet organisme est utilise 
pour cribler des fragments d'acides nucleiques pour detecter un gene implique dans la 
transformation d'un substrat en produit. La mise en oeuvre de cette methode, impose 
ridentification et la caracterisation genetique des genes responsables de la degradation 
de T chez l'hote d'expression pour qu'ils puissent etre mis sous controle d'un 

15 promoteur inductible. Une telle construction n'est pas toujours envisageable, en 
particulier quand les genes d'interet sont dissemines sur le genome et les risques « de 
fuite » a l'inducteur sont possibles. D'autre part, elle represente des travaux 
extremement lourds qu'il faudra renouveler pour chaque etude d'un produit T. Enfin, 
dans cette approche, l'organisme utilise doit etre capable d'incorporer et de metaboliser 

20 S et T. L'ensemble des elements enonces demontre les limites de l'efficacite d'une telle 
approche. 

La majorite de ces technologies, a 1' exception de celle decrite par Microgenomics, 
imposent done l'organisation prealable des banques, Le. l'individualisation, le stockage 

25 et la conservation des clones dans des formats compatibles avec les systemes de 
criblage mentionnes ci-dessus. Par ailleurs, l'adequation d'une banque metagenomique 
a une problematique donnee (par exemple la recherche d'une fonction enzymatique 
specifique) ne peut etre etablie que lorsque l'integralite des clones composant cette 
banque ont ete soumis au crible. Plusieurs centaines de milliers de clones doivent 

30 souvent etre cribles pour ne detecter peut-etre qu'un seul clone d'interet. La realisation 
d'une banque metagenomique est en effet assujetie a un certain nombre de contraintes, 
telles que le choix prealable de Penvironnement prospecte, de la (ou les) 
communaute(s) bacteriennes visee(s) au sein de cet environnement, du vecteur de 
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clonage ou d'expression, des tailles d'inserts clones, et de l'organisme hote susceptible 
d'exprimer au mieux TADN metagenomique heterologue. 

Le temps et les moyens mis en oeuvre lors de la realisation de la banque metagenomique 
5 puis son criblage sont done cles, avec un faible espoir de succes. L' augmentation des 
chances de decouverte impliquerait, dans Tabsolu, la realisation d'une banque 
metagenomique propre a chaque problematique, pour repondre au mieux aux objectifs 
poses. 

10 

Resume de I'invention 

La presente invention concerne une methode d'identification d'une voie metabolique ou 
de families de voies metaboliques permettant la transformation d'un ou plusieurs 
substrat(s) {Ai} en un produit recherche {B}. Cette methode est fondee sur la selection 

15 ou la preparation de cellules comprenant au moins une voie metabolique ou une famille 
de voies metaboliques permettant la transformation d'un ou plusieurs substrat(s) {Ai} 
en un produit recherche {B}. Elle permet en outre 1' identification et la caracterisation 
du ou des genes codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) dans la conversion 
du substrat {Ai} en produit {B}. La presente invention, basee sur une succession de 

20 cycles de transformation-selection-purification, cible Penorme potentiel microbien 
(Figure 1). Cette methode comprend les etapes suivantes : 

a) fournir une population de cellules hotes (Ai- ; B-) incapables de metaboliser 
ledit ou lesdits substrats {Ai} et ledit produit {B} ; 

b) transformer ladite population de cellules hotes avec une banque de sequences 
25 d'acides nucleiques ; 

c) tester en parallele ladite population de cellules hotes transformees sur des 
milieux minimum contenant soit un des substrat(s) {Ai}, soit ledit produit {B} 
comme seule source d'un element essentiel a la croissance ; et, 

d) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees capable(s) de 
30 croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et sur un 

milieu minimum contenant ledit produit {B} (Ai+ ; B+) puis facultativement 
isoler la molecule d'acide nucleique introduite lors de la transformation a l'etape 
b) et conferant le phenotype (Ai+ ; B+). 
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De preference, la methode comprend, avant l'etape c), une etape consistant a tester la 
population de cellules hotes transformees sur un milieu minimum contenant le(s) 
substrat(s) {Ai} et ledit produit {B} comme seule source d'un element essentiel a la 
5 croissance et selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hdte(s) transformees capable(s) de 
croissance sur ledit milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit 
{B}; ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) selectionnee(s) etant ensuite soumise a 1' etape 
c) et suivantes. 

10 La methode selon la presente invention peut comprendre egalement, apres l'etape d), les 
etapes suivantes : 

e) effectuer une mutagenese in vitro, ou toutes autres methodes connues de 
l'homme de Tart permettant de conduire a un meme resultat, de la molecule 
d'acide nucleique isolee de ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees 

15 (Ai+ ; B+) a l'etape d) ; 

f) re-transformer la population de cellules hote (Ai- ; B-) decrite a l'etape a) avec 
la population des acides nucleiques mutes in vitro a l'etape e) et tester les 
cellule(s) hote(s) ainsi transformees sur des milieux minimum contenant soit un 
des substrat(s) {Ai}, soit ledit produit {B} comme seule source d'un element 

20 essentiel a la croissance; et, 

g) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees incapable(s) de 
croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et 
capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant ledit produit {B} 
(Ai- ; B+) puis facultativement isoler la molecule d'acide nucleique mutee. 

25 

De plus, la methode peut comprendre la caracterisation du ou des genes codant pour 
l'enzyme ou les enzymes implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} en produit 
{B} et isoles de ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) (Ai- ; B+) 
selectionnee(s) a l'etape g). 

30 

Dans une premiere alternative, la methode comprend, apres l'etape f), a la place ou en 
parallele de l'etape g) : 
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h) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) et devenue(s) 
incapable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) 
{Ai} et sur un milieu minimum contenant ledit produit {B} (Ai- ; B-) ; 

i) effectuer une analyse quantitative de l'accumulation du produit {B} de ladite 
5 ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) (Ai- ; B-) sur un milieu riche 

supplements en {Ai} ; et 

j) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees (Ai- ; B-) 
accumulant le produit {B} sur un milieu riche et facultativement isoler en 
parallele la molecule d'acide nucleique mutee introduite lors de la 
1 0 transformation de 1 * etape f) . 

De plus, la methode peut comprendre la caracterisation du ou des genes codant pour 
F enzyme ou les enzymes implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} en produit 
{B} isoles de ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) (Ai- ; B-) 
1 5 selectionnee(s) a 1 ' etape j ) . 



Dans une seconde alternative, la methode comprend, apres P etape c), a la place ou en 
parallele de 1* etape d) et suivantes, les etapes suivantes : 

k) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s), incapable(s) 
20 de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et 

capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant ledit produit {B}, 

appelee(s) cellule(s) receveuse(s) (Ai- ; B+) ; 

1) transformer ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) (Ai- ; B+) avec une 
banque de sequences d'acide nucleique; 
25 m) tester en parallele ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) transformee(s) 

(Ai- ; B+) sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} ; 
n) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) transformee(s) 
capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) 
{Ai} ; et 

30 o) caracteriser le ou les genes codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) 

dans la conversion du substrat {Ai} en produit {B} et isole(s) de ladite ou 
lesdites cellule(s) receveuse(s) transformees (Ai+ ; B+) selectionnee(s) a T etape 
n). 



WO 2005/095634 



9 



PCT/FR2005/000696 



Ladite banque de sequences utilisee a Tetape m) peut etre la meme que celle utilisee a 
Tetape b) ou etre une banque distincte. Si ladite banque de sequence est (i) la meme que 
celle utilisee a Tetape b), c'est a dire que le marqueur de selection (resistance a un 
5 antibiotique, ou marqueur d'auxothrophie) est le meme que celui present chez la (les) 
cellule(s) receveuse(s) de phenotype (Ai- ; B+), ou est (ii) differente de celle utilisee a 
Tetape b) mais qu'elle porte neanmoins sur le meme marqueur de selection, alors il est 
necessaire de modifier le marqueur de selection de la sequence d'acide nucleique 
conferant le phenotype (Ai- ; B+), comme decrit aux etapes kk) a kkkkk). Ladite 

10 modification, reposant avantageusement sur le remplacement de la resistance initiale a 
un antibiotique par une resistance a un second antibiotique, permettra d'appliquer a 
Tetape m) une double pression de selection permettant de selectionner les cellules 
transformees contenant les deux sequences d'acides nucleiques : la sequence d'acides 
nucleiques presente initialement et conferant la capacite de croitre sur {B} et la 

15 sequence d'acides nucleique nouvellement acquise et conferant la capacite de convertir 
{Ai} en {B}. 

De preference, la methode comprend, avant Tetape m), tester ladite ou lesdites cellule(s) 
hote(s) (Ai- ; B+) transformee(s) sur un milieu minimum contenant plusieurs substrat(s) 
20 {Ai} comme seule source d'un element essentiel a la croissance et selectionner ladite ou 
lesdites cellule(s) hote(s) capable(s) de croissance sur ledit milieu minimum contenant 
plusieurs substrat(s) {Ai}; ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) selectionnee(s) etant 
ensuite soumise(s) a Tetape m) et suivantes. 

25 Dans cette seconde alternative, T invention concerne egalement une methode dans 
laquelle : 

entre les etapes k) et 1), ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B+) est/sont 
modifiee(s) par le remplacement du premier marqueur de selection present dans 
le vecteur contenant la sequence d'acide nucleique introduite a Tetape b) par un 
30 nouveau marqueur de selection ; 

ladite banque de sequences d'acide nucleique de Tetape 1) comprend un 
marqueur de selection different de celui porte par ladite ou lesdites cellule(s) 
hote(s) (Ai- ; B+) 
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la methode comprend en outre les etapes suivantes : 

kk) P extraction et la purification des vecteurs contenus dans ladite ou 
lesdites cellule(s) hote(s) selectionnee(s) a l'etape k) ; 
kkk) la mutagenese in vitro dudit vecteur purifie a l'etape kk), 
5 avantageusement par transposition avec un element transposable portant 

par exemple une resistance fonctionnelle a un antibiotique differente de 
celle pre-existente sur ce vecteur. 

kkkk) la transformation de ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B-) 
incapable(s) de metaboliser ledit ou lesdits substrats {Ai} et ledit produit 
10 {B} par les acides nucleiques mutes obtenus a l'etape precedente ; 

kkkkk) la selection des cellules hotes transformees contenant uniquement 
ledit deuxieme marqueur de selection ; ces cellules transformees, de 
phenotype (Ai- ; B+)> appelees formellement cellules receveuses, font 
alors Pobjet de la transformation decrite en l'etape 1). 

15 

Lesdites cellules hotes sont des cellules eucaryotes ou procaryotes. De preference, elles 
sont : 

cultivables dans des conditions standards connues de Phomme de Part, 
transformables ou competentes et 
20 - capables de maintenir de fa9on stable les ADN exogenes transformants. 

Dans un mode de realisation prefere, lesdites cellules hotes sont des bacteries. 

Ladite banque de sequences d'acide nucleique peut etre une banque metagenomique. 
Dans un premier mode de realisation, ladite banque de sequences d'acide nucleique est 
25 issue d'organismes procaryotes ou eucaryotes cultivables. Dans un deuxieme mode de 
realisation, ladite banque de sequences d'acide nucleique est issue d'organismes 
procaryotes ou eucaryotes non-cultivables. 

Dans un mode de realisation prefere de Pinvention, Pelement essentiel a la croissance 
30 est le carbone. 



De preference, le marqueur de selection est un gene de resistance a un antibiotique. 



WO 2005/095634 PCT/FR2005/000696 

11 

L' invention concerne egalement les cellules hotes selectionnees par les methodes selon 
la presente invention, ainsi que leur utilisation, notamment dans des bio-procedes 
mettant en oeuvre ces cellules hotes capables de transformer un ou plusieurs substrat(s) 
{Ai} en un produit recherche {B}. Plus particulierement, la presente invention concerne 
5 l'utilisation d'une cellule hote selectionnee a Petape g), j) ou n) des methodes selon la 
presente invention dans un precede de preparation du produit {B} a partir du substrat 
{Ai}. 

L'invention concerne egalement le ou les genes codant pour Penzyme ou les enzymes 
10 implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} en produit {B} identifies par les 
methodes de la presente invention, un vecteur le ou les contenant, une cellule 
transformee le ou les contenant, ainsi que toute utilisation de ceux-ci. Plus 
particulierement, la presente invention concerne l'utilisation d'une cellule hote 
transformee avec le ou les genes codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) dans 
15 la conversion du substrat {Ai} en produit {B} caracterise(s) selon l'une des methodes 
selon la presente invention dans un precede de preparation du produit {B} a partir du 
substrat {Ai}. 

Enfin, la presente invention concerne une methode d'identification, de selection, ou de 
20 preparation de cellule hote (Ai- ; B-) incapable de metaboliser ledit ou lesdits substrats 
{Ai} et ledit produit {B} comprenant les etapes suivantes : 

- tester une population de cellules hotes, cultivables dans des conditions standards 
de laboratoire et dans des conditions industrielles de production, transformables, 
et capables de maintenir de fa9on stable les ADN exogenes transformants, sur un 
25 milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B} comme 

seule source d'un element essentiel a la croissance; et, 

selectionner la ou les cellule(s) hote(s) incapable(s) de croissance sur ledit 
milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B}. 

30 La cellule hote peut etre un cellule procaryote ou eucaryote, de preference une bacterie. 

L'invention concerne egalement une cellule hote cultivable dans des conditions 
standards connues de Phomme de Part, transformable ou competente, capable de 
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maintenir de fa?on stable les ADN exogenes transformants, et incapable de croissance 
sur ledit milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B} comme 
seule source d'un element essentiel a la croissance, notamment une cellule hote obtenue 
par le procede indique ci-dessus. Elle concerne en outre l'utilisation d'une telle cellule 
5 hote pour Pidentification d'au moins une voie metabolique ou une famille de voies 
metaboliques permettant la transformation d'un ou plusieurs substrat(s) {Ai} en un 
produit recherche {B}. 

i est un entier del an, plus particulierement de 1 a 100, de preference de 1 a 50 ou de 1 
10 a 10. 

Description des figures 

Figure 1 : Schema general du procede de detection de voies metaboliques. 
15 Figure 2 : Schema du cycle primaire de transformation-selection. 
Figure 3 : Schema du cycle secondaire de transformation-selection. 
Figure 4 et Figure 5: Schema du cycle secondaire alternatif de selection. 

20 Description detaillee de I'invention 

La presente invention propose de selectionner et d'identifier une voie metabolique 
permettant la transformation un substrat {Ai} en un produit {B}, ne dependant pas de la 
creation/identification d'un organisme capable de metaboliser {B} sous un signal 
inductible en compose essentiel et ne dependant pas non plus de la capacite a incorporer 

25 le produit recherche {B}. L'invention permet d'exploiter specifiquement des voies 
metaboliques provenant d'organismes capables de produire le produit cible {B} mais 
egalement capables de le cataboliser. De fait, l'invention exploitant specifiquement les 
voies metaboliques permettant de convertir un substrat {Ai} en un produit {B}, elle 
permet de s'affranchir de toutes les voies connexes de catabolisme du produit {B}, 

30 susceptibles d'affecter l'accumulation de {B} chez l'organisme d'origine. 

L'invention propose de reduire considerablement le temps et les couts associes a la 
recherche d'une nouvelle fonction enzymatique au sein de banques metagenomiques, en 
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rendant la fonction recherchee directement detectable par selection positive. De maniere 
preferentielle, la fonction recherchee est indispensable a la survie de la cellule 
recombinee. La detection de cette voie metabolique, conduisant de fa9on non exclusive 
a la transformation d'un substrat {Ai} en un produit cible {B}, implique done que le 
5 compose {B} soit, directement ou indirectement, strictement requis pour la croissance 
de la cellule hote. L'invention se distingue de facto d'un precede de recherche de 
complementation qui viserait a detecter des voies metaboliques permettant a la cellule 
hote de croitre sur {Ai}. 

10 Le precede de 1' invention comprend dans un premier mode de realisation un cycle 
primaire (figure 2) de selection-transformation comprenant les etapes suivantes: 

A- L'identification d'une souche hote, de preference bacterienne, incapable de se 
developper sur un (ou plusieurs) substrat(s) {Ai} (i de 1 a n) et sur le produit {B} de 
15 la fonction recherchee ; 

B- La transformation de ladite souche identifiee par une banque de sequences 
d'acide nucleique, de preference d'ADN environnemental, clonee dans un vecteur 
approprie; 

20 

C- La selection primaire de clones recombinants sur milieu minimum contenant 
le(s) substrat(s) {Ai} et le produit cible {B} comme seules sources d'un element 
essentiel a la croissance (figure 1). Les clones recombinants capables de metaboliser 
au moins un des precursseurs foumis (un ou plusieurs substrats {Ai} et/ou le produit 
25 cible {B}) sont conserves puis testes parallelement sur milieu minimum contenant 

seulement un des precursseurs. Cette selection primaire permet done de selectionner 
en une etape trois types de phenotype : 

type 1 : des clones recombinants capables de croitre a la fois sur un (ou 
plusieurs) substrat(s) {Ai} et sur le produit cible {B}. Ces clones de phenotype 
30 (Ai+ ; B+) sont susceptibles de convertir {Ai} en {B} et sont done soumis a 

P etape suivante ; 

type 2 : des clones recombinants capables de croitre seulement sur un (ou 
plusieurs) substrat(s) {Ai} mais pas sur le produit cible {B}. Ces clones de 
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phenotype (Ai+ ; B-) sont a priori incapables de produire le produit cible {B} ; 
et, 

type 3 : des clones recombinants capables de croitre seulement sur le produit 
cible {B}. Ces clones de phenotype (Ai- ; B+) peuvent avantageusement 
5 permettre le developpement d'une souche receveuse de Torganisme hote 

utilisable pour detecter par selection directe tout clone recombinant capable de 
synthetiser le produit cible {B}. Ces clones peuvent etre utilises dans vine 
realisation alternative de transformation-selection exposee ci-apres. 
La capacite de croissance sur {Ai} et {B} peut etre associee ou etre independante 
10 (cf figure 2) 

D- La mutagenese in vitro des acides nucleiques issus de la banque de sequence 
transformante et isoles des clones presentant un phenotype (Ai+ ; B+). 

15 E- La selection parallele sur {Ai} et sur {B} des clones resultant de la 

transformation par les acides nucleiques mutes, permet V identification des clones 
transformes affectes par la mutagenese (figure 3). Cette selection permet de 
selectionner : 

des clones transformes issus de mutation, de phenotype (Ai- ; B-), ayant perdu la 
20 capacite de croitre sur {Ai} et sur {B}. Ce changement de phenotype peut 

s'expliquer soit parce que (i) la voie metabolique de {Ai} passe par {B} et que 
le metabolisme de {B} est disrupte (phenotype mute Ilia), soit parce que (ii) la 
mutagenese a atteint un element commun a {Ai} et {B} comme par exemple un 
element de regulation, un transporteur commun etc (phenotype Illb). 
25 - des clones transformes issus de mutation, de phenotype (Ai- ; B+), ayant 

seulement perdu la capacite de croitre sur {Ai}. La voie metabolique d'interet 
permettant la transformation de {Ai} en {B} est disruptee (phenotype mute IV). 

F- L'analyse quantitative de {Ai} et {B} par des methodes analytiques directes ou 
30 indirectes, a travers les phenotypes (Ai- ; B-). 
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G- La caracterisation genetique du biocatalyseur (fonction : {Ai} est converti en 
{B}) a travers les phenotypes (Ai- ; B+) ou les phenotypes (Ai- ; B-) accumulant le 
produit {B} sur un milieu riche supplemente en {Ai}). 

5 Seuls les phenotypes (Ai- ; B+) et (Ai- ; B-) des clones transformants issus de 
mutagenese in vitro permettent F identification et la caracterisation des nouvelles voies 
metaboliques recherchees transformant {Ai} en {B}. L' accumulation de {B} et sa 
detection chimique est realisee par culture des phenotypes (Ai+ ; B+), ou 
preferentiellement (Ai- ; B-), sur un milieu riche supplemente en {Ai}. 

10 

Le procede de Finvention presente Favantage de ne considerer dans ce type de selection 
primaire que les clones positifs car seuls ces derniers ont la capacite de se developper. 
Ainsi, il n'est pas necessaire de cribler tous les clones contenus dans la banque. 

15 Dans une realisation alternative de Finvention, lorsque de Fetape de selection primaire 
du premier mode de realisation ne permet pas de detecter de clones presentant un 
phenotype (Ai+ ; B+), les phenotypes (Ai- ; B+) eventuels fournissent la possibility de 
developper une souche receveuse de phenotype (Ai- ; B+) susceptible d'etre co- 
transformee par une seconde banque metagenomique. Cette realisation alternative 

20 permet d' exploiter au sein de la banque metagenomique les clones (Ai+ ; B-) capables 
de convertir au moins un des substrats {Ai} en produit cible {B} mais incapables de 
metaboliser {B} (clones non selectionnes dans Fetape de selection primaire du premier 
mode de realisation). 

25 Basee sur un systeme de transformation-selection, Finvention : 

- permet de selectionner directement des voies metaboliques convertissant un * 
(ou plusieurs) substrat(s) parfaitement caracterise(s) en un produit cible d'interet ; 

- permet en parallele de selectionner directement des voies metaboliques 
metabolisant un (ou plusieurs) substrat(s) parfaitement caracterise(s) comme source(s) 

30 unique(s) d'un element essentiel. Apres caracterisation genetique et chimique, ces voies 
metaboliques permettent d'enrichir des banques d'enzymes specialisees ; 

- permet de fa<?on alternative de developper aisement une souche receveuse de 
Forganisme hote, capable de croitre sur un produit cible d'interet, et utilisable de facto 
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pour un second cycle de transformation-selection pour la conversion d'un ou plusieurs 
substrats parfaitement caracterises en ce produit cible d'interet. Cette souche receveuse 
de l'organisme hote est caracterisee en ce fait que son developpement resulte de 
T integration temporaire d'un vecteur recombinant et que son patrimoine genetique 
5 propre est demeure inchange ; 

- permet d'exploiter, lors de chaque cycle de transformation-selection, l'enorme 
potentiel genetique de banques metagenomiques a tres grands effectifs, sans qu'il soit 
necessaire de structurer au prealable ces banques et, de facto, sans qu'il soit necessaire 
d' avoir recours a des systemes de criblage a haut debit. 

10 

L' absence de structural on au prealable des banques permet des lors de deplacer les 
efforts sur la realisation de banques metagenomiques optimisant les chances de 
decouverte de la voie metabolique cible. 

15 L'invention conceme en outre la selection d'une cellule hote incapable de metaboliser 
un substrat {Ai} et incapable de metaboliser un produit {B} recherche. De maniere 
preferentielle, cette cellule hote est un hote bacterien. II s'agit de maniere non-limitative 
de E. coli, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Nocardia, Acinetobacter etc. . . Cette 
cellule doit posseder la capacite d'etre transformable par l'une des techniques connues 

20 de l'homme du metier. II peut s'agir de maniere non limitative de transformation par 
electroporation, par conjugaison, par transduction, par infection, etc.... Cette cellule est 
utilisee comme hote d'expression pour individualiser des fragments d'ADN vectorises. 

25 Definitions 

Metagenome designe l'ensemble des genomes d'une communaute microbienne d'un 
environnement donne. 

Metagenomique designe, au sens strict du terme, l'analyse globale d'un metagenome 
30 independamment de toute culture artificielle des microorganismes. Dans 1'acception 
commune, au-dela de l'etude directe de Pinformation genetique (ADN 
metagenomique), la metagenomique s'appuie sur la realisation prealable de banques 
metagenomiques. 
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Banque cTADN metagenomique designe une population d'ADNs metagenomiques 
clones dans un vecteur de clonage ou d' expression, permettant le transfert et le maintien 
de cet ADN metagenomique dans un (ou plusieurs) organisme(s) hote(s). La banque 
5 metagenomique peut etre non redondante, en ce fait que chaque molecule d'ADN 
metagenomique clonee est unique, ou peut etre amplifiee, en ce fait que chaque 
molecule d'ADN metagenomique clonee a ete multipliee. 

Banque metagenomique designe une population de clones d'un organisme hote ayant 
10 incorpore la population d'ADNs metagenomiques clones, precedemment citee (clones 
recombinants). La banque metagenomique peut etre non redondante, en ce fait que 
chaque clone recombinant est unique, ou peut etre amplifiee, en ce fait que chaque clone 
recombinant a ete multiplie. L' amplification d'une banque non redondante originelle 
permet ainsi le fractionnement de la banque amplifiee en sous-banques, au sein 
15 desquelles la diversite demeure representative a la fois de celle de la banque amplifiee et 
de celle de la banque non redondante originelle. 

Vecteur recombinant designe un vecteur d' expression ou de clonage ayant integre une 
information genetique exogene, par exemple ADN genomique ou ADN 
20 metagenomique. 

Clone recombinant designe une population de cellules clonales identiques d'un 
organisme hote ayant integre un vecteur recombinant, par exemple par transformation 
genetique. 

25 

Voie biocatalvtique designe un ensemble de proteines catalytiques (enzymes) realisant 
la conversion d'un compose de depart (substrat) en un compose final (produit cible). 

Famille de voie metabolique designe l'ensemble des sequences d'acides nucleiques dont 
30 le produit d'expression est capable de realiser la transformation d'un substrat {A] en un 
produit {B}. 
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Vecteur navette designe un vecteur permettant le transfer! et le maintien d'une 
information genetique d'une (ou plusieurs) espece(s) ou souche(s) bacterienne(s) 
donneuse(s) vers un ou plusieurs organisme(s) ou souche(s) ou espece(s) hote. 

5 Description des environnements 

L'invention s'appuie tout d'abord sur la constitution de banques metagenomiques 
provenant d'un echantillon environnemental. Le sol et les sediments constituent des 
environnements majeurs pour la recherche de nouveaux metabolites actifs, non 
seulement du fait de la tres grande quantite de microorganismes qu'ils contiennent, mais 

10 aussi du fait de la diversite considerable de ces microorganismes. Les microorganismes 
ont ete detectes dans un tres grand nombre d' environnements, allant de la stratosphere 
aux profondeurs abyssales, en incluant des habitats extremes en terme de conditions 
physicochimiques qui y prevalent. L'invention s'applique de fa9on non limitative a des 
echantillons issus du sol, de sediments, de milieux aquatiques (eau douce ou marine), de 

15 plantes, d'insectes, d'animaux, de bioreacteurs tels que les biofilms, fermenteurs et 
boues activees, mais aussi des environnements derives animaux ou humains (comme 
par exemple le rumen, les feces), et avantageusement tous les environnements 
presentant un avantage quantitatif (forte concentration en microorganismes) ou 
qualitatif (specificite de la ou des communautes microbiennes). 

20 

L' echantillon environnemental contient une multitude d'organismes incluant des 
eubacteries, des archaebacteries, des algues, des champignons, des levures, des 
protozoaires, des virus, des phages, des parasites, etc. Les microorganismes peuvent etre 
representes par des extremophiles comme les thermophiles, psychrophiles, acidophiles, 
25 halophiles, etc. L'echantillon environnemental peut contenir des microorganismes 
cultivables ou non-cultivables, connus ou inconnus, ainsi que des acides nucleiques 
libres et de la matiere organique. 

Preparation des acides nucleiques 

30 L'ADN environnemental est recupere a partir d'organismes cultivables ou non 
cultivables par Tune des techniques connues de 1'homme du metier. Deux principales 
approches sont generalement mises en ceuvre pour l'extraction d'ADN environemental. 
La premiere approche, dite approche directe, consiste en l'extraction des acides 
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nucleiques de Pechantillon a travers une lyse in situ des microorganismes, suivie d'une 
purification extensive des acides nucleiques liberes. La lyse des cellules bacteriennes 
peut etre effectuee par la mise en oeuvre simple ou combinee de multiples precedes de 
disruption physique, chimique et/ou enzymatique des parois et membranes cellulaires, 
5 procedes connus de Phomme de metier (pour revue, voir Robe et al, 2003, Eur. J. Soil 
Biol., 39 : 183-1 90). La purification extensive des acides nucleiques liberes lors de la 
lyse peut mettre en oeuvre, de maniere individuelle ou combinee, de nombreuses 
methodes connues de Phomme de metier, incluant de fa?on non limitative 
Pultracentrifugation sur gradients de chlorure de cesium, le passage sur colonnes 

10 d'hydroxyapatite, Pelectrophorese sur gel d'agarose, la filtration sur resines, ou tout 
autre procede commercialise de purification d'acides nucleiques (pour revue, voir Robe 
et al, 2003). La seconde approche, dite approche indirecte, consiste en une separation 
prealable des microorganismes de Pechantillon, de fa<?on non limitative, par 
centrifugations differentielles ou par centrifugations sur gradients de densite, suivie de 

15 la lyse des microorganismes ainsi separes, puis de la purification extensive des acides 
nucleiques liberes. Les etapes de lyse des microorganismes et de purification des acides 
nucleiques sont communement effectuees par la mise en oeuvre, de maniere 
individuelle ou combinee, de nombreuses methodes connues de Phomme du metier et 
evoquees ci-avant. 

20 

L'efficacite comparee de ces deux approches ainsi que leurs avantages et inconvenients 
respectifs ont fait 1'objet de nombreuses etudes scientifiques, et sont connus de l'homme 
du metier. La mise en place de la strategie d' extraction des acides nucleiques, i.e. le 
choix de Tune ou Pautre de ces deux approches ainsi que le choix des differentes 
25 methodes, reposent de fa<?on non limitative sur les caracteristiques de l'environnement 
vise, sur les microorganismes cibles (tout ou partie des microorganismes de cet 
environnement) et leurs caracteristiques, sur la taille des acides nucleiques, ainsi que sur 
le choix du vecteur de clonage et de la strategie de clonage choisie. 

30 Organismes hotes 

Tout systeme hote-vecteur connu dans Petat de Part peut etre utilise dans la presente 
invention. L'identification d'une cellule hote constitue PEtape 1 de la presente 
invention. La cellule hote peut etre eucaryote ou procaryote. De maniere preferentielle, 



WO 2005/095634 



20 



PCT/FR2005/000696 



la cellule hote utilisee est un hote bacterien. II s'agit de maniere non-limitative de 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces lividans, Pseudomonas, Nocardia, 
Acinetobacter etc. Des exemples de cellules hotes eucaryotes sont, sans etre limites a 
ceux-ci, les levures et les champignons. La cellule hote (i) peut provenir de collections 
5 de souches publiques, de laboratoires prives ou de societes commerciales ; (ii) doit etre 
selectionnee ou modifiee pour son incapacity a metaboliser le(s) substrat(s) {Ai} et le 
produit cible {B} ; (iii) doit pouvoir etre cultivable dans les conditions standards 
connues de l'homme de Tart; (iv) doit posseder la capacite d'etre transformable par 
Tune des techniques connues de Phomme de Tart ; (v) doit enfin maintenir de fa<?on 
10 stable les ADN exogenes transformants malgre d'eventuels systemes comme la 
recombinaison, la restriction, etc. . . 

Vecteurs de clonage et d'expression 

Les acides nucleiques sont clones a l'interieur d'un vecteur d'expression approprie, le 
15 maintien de l'ADN etant replicatif. Le vecteur d'expression utilise depend de la taille 
des acides nucleiques purifies, de la taille d'insert souhaitee in fine (communement 
comprise entre 5 kb et plus de 100 kb), et de 1'hote d'expression choisi qui est de 
maniere preferentielle un hote bacterien. 

20 De nombreux vecteurs de clonage ou d'expression ont ete decrits dans Tart anterieur. II 
s'agit de maniere non limitative de plasmides, cosmides tels que ceux commercialies 
par les Societes Stratagene (SuperCos et pWE15) et Epicentre Technologies (pWeb 
cosmide cloning kit), fosmides tels que decrits par Kim et al. (1992, Nucl. Acids Res. 
20 : 1083-1085), chromosomes artificiels PAC comme decrits par Ioannou et al., (xxx 

25 Nat. Genet., 6 : 84-89), chromosomes artificiels BAC comme decrits par Shizuya et aL 
(1992, Proc. Natl. Acad. Sci., 89:8794-8797), chromosomes artificiels YAC comme 
decrits par Larin et aL (1991, Proc. Natl. Acad. Sci., 88 : 4123-4132), phagemides et 
vecteurs derives de phages tels que ceux commercialise par la Societe Stratagene 
(Lambda Dash II et Zap II), vecteurs viraux, etc. Preferentiellement, les vecteurs sont de 

30 type cosmide, fosmide, BAC, YAC et PI -derives car ils permettent le clonage de 
fragments d'ADN de grande taille (de 30 kb a 200 kb et plus pour les BACs et les 
YACs). Les vecteurs peuvent etre soit integratifs, en ce fait qu'ils s'integrent 
aleatoirement ou de fa?on dirigee dans le genome de la cellule hote, soit 
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preferentiellement replicatif, en ce fait que le vecteur se maintien dans la cellule hote 
independemment du genome de cette cellule. Par definition les vecteurs de clonage 
contiennent un certain nombre d'elements necessaires au maintien du vecteur dans la 
cellule hote (origine de replication fonctionnelle), ou encore necessaires a la selection 
5 et/ou la detection du vecteur dans cette cellule (gene marqueur comme par exemple un 
gene de resistance a un antibiotique sous promoteur fonctionnel dans la cellule hote et 
permettant une pression de selection positive). Du fait de la specificite de ces elements 
constitutifs, les vecteurs presentent un spectre d'hote plus ou moins large. 

10 Clonage 

La realisation du clonage, i.e. V introduction des sequences d'acide nucleique, de 
preference d'ADNs metagenomiques purifies, dans le vecteur approprie, fait appel a de 
multiples etapes de manipulation moleculaire des ADNs (de fa<?on non limitative des 
restrictions, dephosphorylations, ligations, etc.) qui ont ete largement decrites, par 
15 exemple dans Current Protocols in Molecular Biology, Eds. F.M. Ausubel, R. Brent, 
R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith and K. Struhl, publie par Greene 
Publishing Associates and Wiley Inter-Science. Deux approches de realisation des 
banques metagenomiques sont envisageables. 

20 Dans un premier mode de realisation preferentiel, la construction de la banque 
metagenomique est directement realisee dans un vecteur navette specifique d'un ou 
plusieurs hotes, de preference bacteriens, par exemple comme decrit dans les brevets N° 
WO 01/40497 A2 (Aventis Pharma, 1999) et W0 99/67374 (Biosearch Italia, 1999) pour 
Streptomyces. Dans un second mode de realisation, les acides nucleiques purifies sont 

25 clones dans un vecteur generaliste, par exemple de type fosmide ou BAC, puis les 
vecteurs recombinants sont modifies, individuellement ou en pool, avantageusement par 
transposition comme decrit dans la demande de brevet N° PCT/EP 03/07765 
(Libragen). Dans cette demarche, la transposition permet d'introduire, soit dans le 
vecteur, soit dans Pinsert (disruption ou activation), les elements genetiques necessaires 

30 au transfert, a la replication ou a l'integration du vecteur recombinant chez la cellule 
hote choisie, de preference un hote bacterien. Cette post-modification des clones de la 
banque peut etre effectuee individuellement (banque metagenomique structuree en 
format de microplaques 96 ou 384) ou collectivement (banque metagenomique non 
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structuree). La transformation de la population de cellules hotes identifiee a r etape 1) 
par une population d'ADNs clones constitue F Etape 2 de la presente invention. Dans 
les deux modes de realisation, la banque metagenomique peut etre prealablement 
structuree, en ceci que 1* ensemble des clones de la banque sont individualises dans un 
5 format susceptible d'automatisation (microplaques 96, 384, 1536) ou etre 
preferentiellement conservee sous forme d'un melange de clones recombinants. Dans ce 
mode preferentiel de conservation, la banque peut etre avantageusement amplifiee, en 
ceci que les cellules hotes, apres transformation ou infection, sont multipliees pendant 
un nombre de cycles determine, conduisant a ce que chaque clone recombinant de la 
10 banque soit represents en n copies dans la banque amplifiee, et a ce que la banque 
amplifiee puisse faire l'objet de multiples tests de criblage ou de selection simultanes, 
sans perte de diversite. 

Detection et identification des voies metaboliques 

1 5 Etape 3 : Les clones recombinants sont directement selectionnes, sans etape de 

culture prealable, sur un milieu de culture minimum contenant a la fois n substrats Ai (i 
de 1 a n) et le produit cible {B} comme seules sources d'un element essentiel, ainsi 
qu'un antibiotique (comme le chloramphenicol) permettant de maintenir une pression 
de selection sur les cellules hote ayant integre un vecteur recombinant. Cette etape de 

20 selection primaire, portant sur une banque originate ou amplifiee de quelques dizaines 
voir plusieurs centaines de milliers de clones, permet de ne considerer in fine que les 
seuls clones recombinants capables de metaboliser Tun des substrats {Ai} 
independamment du produit cible {B}, ou le produit cible {B}, ou Tun des substrats 
{Ai} a travers {B}. Cette etape est toutefois optionelle. 

25 

Etape 4 : Les clones selectionnes sur milieu minimum contenant les n substrats 
{Ai} et {B} (figure 2, clones 1, 2 et 3), sont conserves puis testes en parallel e sur milieu 
minimum contenant soit Tun des substrats {Ai}, soit {B}. Pour un substrat donne {Ai}, 
cette selection multiple permet d'identifier trois phenotypes distincts (figure 1) : 
30 le phenotype (Ai+ ; B+) des clones (de type 1). II correspond au phenotype 

recherche preferentiellement correspondant a des clones capables de croitre sur 
milieu minimum avec le substrat {Ai} mais aussi avec le produit cible {B} 
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comme seule source d'un element essentiel. Les clones presentant ce phenotype 
sont conserves et soumis a 1' etape suivante (figure 3). 

- le phenotype (Ai+ ; B-) des clones (de type 2). II correspond a des clones 
capables de croitre sur milieu minimum avec le substrat {Ai} comme seule 

5 source d'un element essentiel independamment du produit cible {B}. S'ils ne 

sont pas traites lors des etapes suivantes, ces clones sont neanmoins conserves 
car susceptibles d'enrichir des banques d'enzymes apres identification des voies 
metaboliques impliquees dans la metabolisation du substrat {Ai}. 

- le phenotype (Ai- ; B+) des clones (de type 3). II correspond a des clones 
10 incapables de croitre sur milieu minimum avec le substrat {Ai} comme seule 

source d'un element essentiel mais qui sont en revanche capables de metaboliser 
le produit cible {B} pour croitre. Ces clones peuvent avantageusement faire 
Pobjet du developpement d'une souche receveuse de l'organisme, presentant un 
phenotype (Ai- ; B+), utilisable dans une realisation alternative de 
15 transformation-selection secondaire de la biocatalyse de {Ai} en {B} (figure 4). 

Ces clones sont egalement susceptibles d'enrichir des banques d'enzymes apres 
identification des voies metaboliques impliquees dans la metabolisation du 
produit {B}. 

20 Etape 5 : L'ADN plasmidique des clones recombinants de phenotype (Ai+ ; 

B+), selectionnes a 1' etape 4 et capables de croitre a la fois sur {Ai} et sur {B} est 
extrait par une des techniques connues de l'homme du metier (Sambrook et al, 1989 
(figure 3). Cet ADN plasmique est soumis a une disruption genetique, avantageusement 
par insertion aleatoire d'elements transposables comme ceux commercialises (EZ ::TN 

25 societe Epicentre Technologies) et reintroduit dans l'organisme hote (figure 3A). Les 
transformants sont d'abord etales sur milieu solide riche jusqu'a l'apparition des 
colonies, puis les colonies sont transferees par repliques sur milieu minimum contenant 
seulement le substrat {Ai} d'une part, et seulement le produit cible {B} d'autre part. La 
capacite de croissance sur {Ai} et {B} peut etre la resultat d'une voie metabolique 

30 commune (figure 3B, genotype [AB]) ou de deux voies metaboliques independantes 
(figure 3B, genotype [A,B]). 
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Etape 6 : La selection parallele sur {Ai} et {B} des clones issus de mutagenese 
permet d'identifier differents phenotypes d'interet : 

le phenotype mute I (Ai+ ; B+)* de clones transposes capables de pousser sur 
{Ai} et {B} ; soit la mutagenese par transposition n'a pas d'effet dans l'insert 
5 metagenomique ou soit elle porte sur le vecteur. 

- le phenotype mute II (Ai+ ; B-)* de clones transposes capables de metaboliser 
{Ai} pour croitre mais pas {B}. Le metabolisme de {Ai} ne passe pas par la 
production de {B} pour permettre la croissance (figure 2, genotype [A,B]). 
le phenotype mute III (Ai- ; B-)* de clones transposes capables de n'utiliser ni 

10 {Ai} ni {B} corame sources de croissance. Soit (i) la mutagenese par 

transposition a atteint un element commun aux voies metaboliques de {Ai} et 
{B} comme par exemple un element de regulation, un transporteur commun, 
etc ; soit (ii) la voie metabolique de {Ai} passe par {B} et la voie metabolique 
de {B} permettant la croissance est disruptee. 

15 - le phenotype mute IV (Ai- ; B+)* de clones transposes capables d'utiliser {B} 

mais pas {Ai} pour croitre. La voie metabolique d'interet permettant la 
conversion du substrat {Ai} en le produit cible {B} est disruptee. 

Etape 7 : La verification du passage par {B} dans la metabolisation de {Ai} se 
20 fait par evaluation de P accumulation de {B} par des techniques de chimie analytique 
quand un clone de phenotype (Ai- ; B-), isole a l'etape 4, se developpe sur milieu riche. 

Etape 8 : La caracterisation genetique du biocatalyseur, Le. caracterisation du 
ou des gene(s) codant pour 1' enzyme ou les enzymes impliquees dans la conversion de 

25 {Ai} en {B}, est realisee grace aux clones transposes presentant le phenotype (Ai-B+). 
L' analyse genetique des sequences nucleiques situees au niveau du ou des site(s) de 
disruption des clones recombinants (Ai- ; B+) permet d'elucider le(s) systeme(s) 
genetique(s) responsable(s) de la conversion de {Ai} en {B}. L'analyse genetique est 
realisee par toutes methodes connues de l'homme de metier, incluant de fa?on non 

30 limitative la determination des sequences d'acides nucleiques, ^identification des 
sequences codantes et regulatrices, etc. 
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Cette methode permet d'acceder rapidement et directement (une seule etape) a une 
famille de voie metabolique capable de transformer un substrat {Ai} en un produit {B}. 

Realisation alternative de transformation-selection 

5 Dans une realisation alternative de F invention, notamment lorsque de F etape 4 du 
premier mode de realisation ne permet pas de detecter de clones presentant un 
phenotype (Ai+ ; B+), les phenotypes (Ai- ; B+) eventuels fournissent la possibility de 
developper une souche receveuse de phenotype (Ai- ; B+) susceptible d'etre co- 
transformee par une seconde banque metagenomique (figure 4). Cette banque peut etre 
10 la meme que la premiere banque ou peut etre une banque distincte. Cette realisation 
alternative permet d'exploiter au sein de la banque metagenomique les clones capables 
de convertir au moins un des substrats {Ai} en produit cible {B} mais incapables de 
metaboliser {B} (clones non selectionnes dans Fetape 4 du premier mode de 
realisation). Ce mode de realisation alternative procede de plusieurs etapes successives : 

15 

a) Fournir une population de cellules hotes transformables (Ai- ; B+). Cette 
etape, facultative, n'est necessaire que si Fon souhaite transformer la population de 
cellules hotes (Ai- ; B+) par une banque d'ADN metagenomique ou genomique 
selectionable par le meme marqueur de resistance. Cette etape facultative procede de 
20 plusieurs etapes successives (Figure 4) : 

- purification plasmidique d'un ou plusieurs clones presentant le phenotype 
(Ai- ; B+), 

- mutagenese in vitro, avantageusement par transposition comme precedemment 
decrit precedemment a Fetape 5 avec un element transposable portant une resistance 

25 fonctionnelle a un antibiotique absente sur le vecteur cible (par exemple resistance a 

Fapramycine), sur le ou les clones purifies, 

- transformation d'une population de cellules hotes (Ai- ; B-) et selection des 
mutations affectant le gene de resistance a F antibiotique du vecteur cible (par 
exemple resistance au chloramphenicol). La verification de la croissance de cette 

30 souche receveuse sur milieu minimum avec le produit cible {B} comme seule 

source de carbone permet d'exclure qu'un autre evenement de mutation 
(transposition) ait pu alterer la fonction d'utilisation de {B} pour la croissance. La 
souche receveuse de Forganisme est alors disponible, capable de croitre sur 
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apramycine et sur milieu minimum contenant le produit cible {B} comme seule 
source d'un element essentiel. 

- b) Transformation de la souche receveuse par une banque d'ADN 
5 metagenomique et selection de clones recombinants sur milieu minimum contenant n 

substrats {Ai} (i de 1 a n) comme seule(s) source(s) d'un element essentiel et les deux 
antibiotiques de la souche receveuse et des vecteurs recombinants. 

- c) Les clones selectionnes sur milieu minimum contenant les n substrats {Ai} 
10 (figure 4, clones 1, 2), sont conserves puis testes en parallele sur milieu minimum 

contenant Tun des substrats {Ai}. Pour un substrat donne {Ai}, cette selection multiple 
permet d'identifier des colonies presentant un phenotype (Ai+ ; B+) traduisant a priori 
la capacite du clone a croitre sur le produit cible {B} a travers la conversion du substrat 
{Ai} en {B}. 

15 

- d) Purification plasmidique d'un ou plusieurs clone(s) presentant le phenotype 
(Ai+ ; B+). L'echantillon de plasmides purifies (figure 5) contient en melange le vecteur 
recombinant Apra R (voie metabolique permettant la croissance sur le produit cible {B}) 
et le vecteur recombinant Cat R (voie metabolique realisant la conversion du substrat 

20 {Ai} en {B}). 

- e) La cellule hote de phenotype (Ai- ; B-) est transformee avec le melange de 
vecteurs recombinants purifies en e) et les clones recombinants Cat R Apra s sont 
selectionnes. La verification de la conversion du substrat {Ai} en {B} se fait par 

25 evaluation de Paccumulation de {B} par des techniques de chimie analytique quand ces 

R S 

clones Cat Apra se developpent sur milieu riche. L'accumulation de {B} confirme 
que ces clones Cat R Apra s presentent bien un phenotype (Ai+ ; B-). 

- f) Purification plasmidique d'un ou plusieurs clone(s) presentant le phenotype 

R. S 

30 (Cat Apra ) identifies en f). Le vecteur recombinant est soumis a une disruption 
genetique, avantageusement par insertion aleatoire d'elements transposables. 



WO 2005/095634 PCT/FR2005/000696 

27 

- g) Transformation de la souche receveuse (Ai- ; B+) par la population de 
vecteurs recombinants mutagenises en g). Les transformants sont d'abord etales sur 
milieu solide riche jusqu'a Tapparition des colonies, puis les colonies sont transferees 
par repliques sur milieu minimum contenant seulement le substrat {Ai} comme source 

5 d'un element essentiel. La selection parallele des clones issus de mutagenese sur milieu 
riche et sur milieu minimum contenant seulement le substrat {Ai} permet d'identifier 
les clones devenus incapables de croitre avec le substrat {Ai} comme source d'un 
element essentiel, i.e. chez lesquel la disruption affecte la voie metabolique 
convertissant {Ai} en {B}. 

10 

- h) La caracterisation genetique du biocatalyseur, Le. caracterisation du ou des 
gene (s) codant pour 1* enzyme ou les enzymes impliquees dans la conversion de {Ai} 
en {B}, est realisee grace aux clones transposes presentant le phenotype (Ai- ; B+). 
L' analyse genetique des sequences nucleiques situees au niveau du ou des site(s) de 

15 disruption des clones recombinants (Ai- ; B+) permet d'elucider le(s) systemes 
genetiques responsables de la conversion de {Ai} en {B}. 
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Exemples 



Exemple 1: Recherche de la voie metabolique de biocon version de phytosterols en 
4-androstene-3,17-dione (AD) 

5 Le 4-androstene-3,17-dione (AD, CAS N° 63-05-8) et le l,4-androstadiene-3,17- 

dione (ADD, CAS N°897-06-3) constituent d'importants intermediaires pour Pindustrie 
pharmaceutique, comme precursseurs cles de la production de steroides 
therapeuthiques. De nombreux microorganismes possedent la capacite naturelle de 
degrader des 3P-hydroxy-A5-sterols (par exemple du p-sitosterol, du campesterol ou du 
10 brassicasterol) en formant de l'AD et de l'ADD comme intermediaires de degradation. 




P-Sitosterol 




Brassicasterol 



Autres sterols 
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La conversion microbienne de phytosterols naturels en AD par des souches 
bacteriennes caracterisees a ete largement decrite (Shashabi B. Mahato et al, 1997 
Advances in microbial steroid biotransformation, steroids, 62, 332-345), notamment par 
des souches mutantes de Mycobacterium sp. Cette bioconversion se heurte cependant a 
5 un certain nombre de contraintes : la faible solubilite des phytosterols utilises comme 
substrats, les faibles rendements associes a des temps importants de fermentation ainsi 
que la production concomitante d'AD et d'ADD qui necessite une separation difficile et 
couteuse de ces deux produits steroidiens. 

Par ailleurs, des etudes scientifiques (van der Geize et al, 2002, Microbiology, 
10 148 :3285-3292) conduites sur Rhodococcus erythropolis ont demontre que 
Tinactivation de Penzyme 3-ketosteroid dehydrogenase (KSTD), impliquee dans le 
catabolisme de TAD, ne suffisait pas a empecher la croissance de R. erythropolis sur 
AD, comme seule source de carbone et d'energie. 

15 La strategic mise en oeuvre vise a detecter les voies metaboliques permettant la 

conversion specifique de phytosterols d'origine differente en AD en s'affranchissant des 
voies cataboliques de TAD. Les voies metaboliques sont prospectees en parallele au 
sein d'une banque genomique BAC de Mycobacterium vaccae et au sein d'une banque 
BAC d' ADNs metagenomiques issus de sol. 

20 

L'organisme hote retenu est Streptomyces lividans, qui repond a l'ensemble des 
criteres : bacterie cultivable, transformable, susceptible d'exprimer des voies 
metaboliques issus de Mycobacterium et des bacteries a haut taux GC du sol, connues 
pour leur capacite de degradation des phytosterols, et incapable de croitre sur milieu 

25 minimum supplements en phytosterols et androstenedione comme seules sources de 
carbone et d'energie. 

S. lividans est transformee par les banques d'ADN precitees. Les transformants 
sont deposes sur un milieu solide M9 additionne de lOjig/L de chloramphenicol 
contenant 0,5% de phytosterols et de 0,5% d' androstenedione (AD) comme unique 

30 source de carbone et d'energie. lis sont incubes 5-10 jours a 30°C. Les clones retenus 
capables de croitre sont ensuite testes separement sur milieu minimum supplements en 
phytosterols d'une part et en AD d'autre part. La capacite de croitre sur phytosterols 
et/ou sur AD est liee aux ADNs introduits lors de la transformation. 
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Les clones capables de croitre a la fois sur phytosterols et sur AD comme seules 
sources de carbone sont selectionnes, leurs vecteurs sont re-extraits puis soumis a 
mutagenese in vitro par transposition (EZ :TN Epicentre Technologies transposition 
kit). Les vecteurs recombinants mutes sont reintroduits chez S. lividans. Les 
5 transformants sont deposes sur milieu riche et sont testes en parallele sur un milieu 
solide M9 additionne de lO^g/L de chloramphenicol contenant 0,5% de phytosterols 
d'une part, et de 0,5% d'androstenedione (AD) d'autre part, comme unique source de 
carbone et d'energie. Les clones de S. lividans ayant perdu la capacite de croitre sur 
phytosterols mais capables de croitre sur AD sont selectionnes, et leur vecteur 
10 recombinant re-extrait. La caracterisation genetique de voies metaboliques impliquees 
dans la conversion des phytosterols en AD est realisee par sequen9age desdits vecteurs 
recombinants selectionnes ci-avant. 



15 Exemple 2: Recherche de la voie metabolique de biocon version du l-phenyI-2- 
propanone en l-phenyl-2-propanol 

Le phenyl -2-propanol (CAS N° 103-79-7) est un compose largement utilise comme 
motif structural composant de nombreux principes actifs (Liese, A. et al, 2000, 
Industrial Biotransformation ed Wiley- VCH 103-106). II est retrouve notamment 
20 comme intermediaire pour la synthese des amphetamines (Bracher, F. et al, 1994, Arch. 
Pharm. 327, 591-593). Des bacteries comme Rhodococcus erythropolis (Liese, A. et al 
2000), mais aussi la levure Saccharomyces Cerevisiae (Gillois, J. et al, 1989, Journal of 
Organometallic Chemistry 367(1-2), 85-93) ont ete decrites pour catalyser la reaction A 
presentee ci-dessous mais avec des rendements reactionnels de Tordre de 70%. 

25 




l-phenyl-2- l-phenyl-2- 
propanone propanol 



Reaction A : Bioconversion du l-phenyl-2-propanone en l-phenyl-2-propanol. 
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La strategic suivante est mise en oeuvre pour selectionner une nouvelle et tres efficace 
famille de voies metaboliques qui catalyse la bioconversion du 1 -phenyl-2-propanone 
en l-phenyl-2-propanol (CAS N° 698-87-3). 

5 Les milieux de culture sont sterilises a V autoclave a 121 °C pendant 20 minutes. Le 
Casamino acide, le L-Tryptophane et la Thiamine HC1 sont sterilises a froid a travers 
une membrane millipore 0,2 |im et sont ajoutes au milieu de culture apres sterilisation. 
Le l-phenyl-2-propanone et le 1 -phenyl-2-propanol sont dissous dans de l'ethanol et 
sterilises a froid puis filtres a travers une membrane millipore 0,2 fim avant d'etre 
1 0 incorpores dans la gelose. 

La souche hote E. Coli DH10B (LifeTechnologies, Gibco BRL) est prealablement 
etalee sur un milieu solide M9 (composition pour 1 litre : 6.0 g de Na2HPC>4 ; 3.0 g de 
KH 2 P0 4 ; 1.0 g de NaCl ; 2.0 g de glucose ; 0.25 g de MgS0 4 , 7H 2 0 ; 15.0 mg de CaCl 2 , 

15 2H 2 0 ; 5.0 g de Casamino acides; 40.0 mg de L-Tryptophane ; 1.0 mg de Thiamine 
HC1 ; qsp eau distillee) contenant 0,5% (V/V) de l-phenyl-2-propanone (Aldrich ref 
13,538-0, CAS 103-79-7) ou de 1 -phenyl-2-propanol (Aldrich ref 14,923-5, CAS 
14898-87-4) comme unique source de carbone et d'energie. Les boites de Petri sont 
mises a incuber 18h-24h a 30°C. Aucun clone ne doit apparaitre dans ces conditions, 

20 demontrant que la souche E. Coli DH10B est incapable de cataboliser le l-phenyl-2- 
propanone ou de l-phenyl-2-propanol. 

Cette souche est ensuite transformee par les banques d'ADN environnementales 
preparees et realisees selon les conditions operatoires decrites dans les brevets WO 

25 01/81367 et EP N°02291871.8. Les transformants sont deposes sur un milieu solide M9 
additionne de lOjig/L de chloramphenicol (sterilise a froid, tel que decrit 
precedemment) contenant 0,5% de l-phenyl-2-propanone ou de 1 -phenyl-2-propanol 
comme unique source de carbone et d'energie. lis sont incubes 18h-24h a 30°C. Les 
clones retenus sont ceux qui sont capables de pousser avec comme unique source de 

30 carbone et d'energie le 1 -phenyl-2-propanone et le l-phenyl-2-propanol. La possibility 
d'utiliser ces 2 composes comme unique source de carbone et d'energie est liee aux 
ADN metagenomiques portes par les vecteurs de clonage. 
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Les vecteurs qui portent les ADNs metagenomiques d'interet sont recuperes puis 
soumis a une mutagenese aleatoire par exemple par insertion (kit transposon Epicentre 
Technologies EZ : TN). lis sont ensuite reintroduits dans la souche E. Coli DH10B et 
les cellules ainsi transformees sont a nouveau deposees sur un milieu solide M9 
5 additionne de 10|ig/L de chloramphenicol et contenant 0,5% de 1 -phenyl-2-propanone 
ou de 1 -phenyl -2 -propanol comme unique source de carbone et d'energie. lis sont 
incubes 18h-24h a 30°C. 

Les clones retenus sont ceux qui se revelent incapables de pousser avec le l-phenyl-2- 
10 propanol et le l-phenyl-2-propanone comme unique source de carbone. En effet, la voie 
de bioconversion du l-phenyl-2-propanone en 1 -phenyl -2-propanol est presente dans 
ces clones, et la mutation a inactive cette voie. Une analyse chromatographique par 
Chromatographic liquide ou gazeuse permet a la fois de verifier cette transformation et 
d'exclure d'eventuels faux positifs. 

15 

Exemple 3 : Recherche de la voie metabolique de bioconversion du mandelonitrile 
en acide mandelique et du mandelonitrile en mandelamide 

L'etude de Phydrolyse microbiologique des nitriles en acide carboxylique ou en amide 
a ete intensivement decrite (Wieser, M. et al (2000), Stereoselective biocatalysis Ed 
20 Patel RN "Stereoselective nitrile-converting enzymes" ; Ryuno, K. et al (2003), Yuki 
Gosei Kagaku Kyokaishi 61(5), 517-522 ; Okumura, M. (1991), JETI 39(6), 90-2 ; 
Endo, R., et al (2001), Jpn. Kokai Tokkyo Koho , Application: JP 2000-124591 
20000425). 

25 Le brevet EP-A-0 348 901 decrit la preparation d'acides R(-)-mandelique par hydrolyse 
du mandelonitrile racemique par une preparation soit d'Alcaligenes fecalis, souche 
ATCC 8750, soit de Pseudomonas vesicularis, souche ATCC 11426, soit de Candida 
tropicalis, souche ATCC 20311. II propose de produire des acides carboxyliques a- 
substitues optiquement actifs a partir de nitriles ou d'amides a-substitues racemiques a 

30 Taide de certains microorganismes du groupe constitue par les genres Alcaligenes, 
Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Corynebacterium, Acinetobacter, Bacillus, 
Mycobacterium, Rhodococcus, ainsi que par une levure, a savoir Candida. 
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Dans le brevet EP-A-449 648 ou US-A-5 296 373, on decrit un procede de production 
de Tenantiomere acide, R(-)-mandelique substitue a partir d f un mandelonitrile substitue 
racemique par melange avec une preparation d'une bacterie Rhodococcus, souche HT 
29-7 (FERM BP-3857) qui assure Thydrolyse stereoselective du groupe nitrile du 
5 racemique afin, apparemment, d'eviter les inconvenients de la separation d'autres 
substances optiquement actives obtenues apres hydrolyse par les microorganismes 
proposes dans EP-A-0 348 901. Le brevet EP-A-0 610 048 propose d'utiliser, dans une 
reaction similaire, des microorganismes du genre Gordona, tels que Gordona terrae 
MA-1 (FERM BP-4535). 

10 

Un des problemes majeurs rencontres dans ces reactions est 1' apparition de nombreux 
sous produits (des aldehydes) et le temps de demi-vie court de 1* enzyme du fait de 
Tempoisonnement du catalyseur par les nitriles. L'objet du present exemple propose de 
produire a partir de mandelonitrile soit P acide mandelique chiral (Reaction B), soit le 
15 mandelamide (Reaction C) sans les problemes generalement rencontres et avec une 
forte activite specifique et un rendement reactionnel important. 




OH 



Nitrilase 




.OH 



Mandelonitrile 



Acide Mandelique 



Reaction B : Bioconversion du mandelonitrile en acide mandelique. 



20 




Nitrile hydratase 




NH 2 



Mandelonitrile 



Mandelamide 



Reaction C : Bioconversion du mandelonitrile en mandelamide 



La strategic utilisee est identique a celle mise en oeuvre dans Pexemple 1, avec 
25 simplement substitution des substrats de depart et des produits d'arrivee. Le 
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mandelonitrile (CAS N°532-28-5), l'acide mandelique (CAS N°90-64-2) et le 
mandelamide (CAS N°4410-31-5) sont mis en solution dans de Pacetonitrile et prepares 
extemporanement avant leurs utilisations. 

La confirmation des voies metaboliques catalysant la reaction recherchee est realisee 
5 par une analyse en chromatographic liquide. 
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Revendications 

1- Methode de selection ou de preparation de cellules comprenant au moins une voie 
5 metabolique ou une famille de voies metaboliques permettant la transformation d'un ou 

plusieurs substrat(s) {Ai} en un produit recherche {B}, comprenant les etapes 
suivantes : 

a) fournir une population de cellules hotes (Ai- ; B-) incapables de metaboliser 
ledit ou lesdits substrats {Ai} et ledit produit {B} ; 
10 b) transformer ladite population de cellules hotes avec une banque de sequences 

d'acide nucleique ; 

c) tester en parallele ladite population de cellules hotes transformees sur des 
milieux minimum contenant soit un des substrat(s) {Ai}, soit ledit produit 
{B} comme seule source d'un element essentiel a la croissance; et, 
15 d) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) capable(s) de croissance sur 

un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et sur un milieu minimum 
contenant ledit produit {B} (Ai+ ; B+). 

2- Methode selon la revendication 1, comprenant, avant l'etape c), une etape consistant 
20 a tester population de cellules hotes transformees sur un milieu minimum contenant 

le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B} comme seule source d'un element essentiel a 
la croissance et selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) capable(s) de croissance 
sur ledit milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B}; ladite ou 
lesdites cellule(s) hote(s) selectionnee(s) etant ensuite soumise a l'etape c) et suivantes. 

25 

3- Methode selon la revendication 1 ou 2, comprenant, apres l'etape d), les etapes 
suivantes : 

e) effectuer une mutagenese in vitro de la molecule d'acide nucleique isolee de 
ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees (Ai+ ; B+) a l'etape d) ; 
30 f) re-transformer la population de cellules hote (Ai- ; B-) decrite a l'etape a) avec 

la population des acides nucleiques mutes in vitro a l'etape e) et tester les 
cellule(s) hote(s) ainsi transformees sur des milieux minimum contenant soit un 
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des substrat(s) {Ai}, soit ledit produit {B} comme seule source d'un element 
essentiel a la croissance; et, 

g) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees incapable(s) de 
croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et 
5 capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant ledit produit {B} 

(Ai- ; B+) puis facultativement isoler la molecule d'acide nucleique mutee. 

4- Methode selon la revendication 3, comprenant la caracterisation du ou des genes 
codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} 

10 en produit {B} dans ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B+) selectionnee(s) a 
l'etape g). 

5- Methode selon la revendication 3, comprenant, apres l'etape f), en parallele de l'etape 

g): 

15 h) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) et devenue(s) 

incapable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) 
{Ai} et sur un milieu minimum contenant ledit produit {B} (Ai- ; B-) ; 
i) effectuer une analyse quantitative de 1' accumulation du produit {B} de ladite 
ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s) (Ai- ; B-) sur un milieu riche 

20 supplements en {Ai} ; et 

j) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformees (Ai- ; B-) 
accumulant le produit {B} sur un milieu riche et facultativement isoler en 
parallele la molecule d'acide nucleique mutee introduite lors de la 
transformation de l'etape f). 

25 

6- Methode selon la revendication 5, comprenant la caracterisation du ou des genes 
codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} 
en produit {B} dans ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B-) selectionnee(s) a 
l'etape j). 

30 

7- Methode selon l'une quelconque des revendications precedentes, comprenant, apres 
l'etape c), en parallele de l'etape d) et suivantes, les etapes suivantes : 
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k) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) transformee(s), incapable(s) 
de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} et 
capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant ledit produit {B}, 
appelee(s) cellule(s) receveuse(s)(Ai- ; B+) ; 
5 1) transformer ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) (Ai- ; B+) avec une 

banque de sequences d'acide nucleique; 

m) tester en parallele ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) transformee(s) 
(Ai- ; B+) sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) {Ai} ; et 
n) selectionner ladite ou lesdites cellule(s) receveuse(s) transformee(s) 
10 capable(s) de croissance sur un milieu minimum contenant un des substrat(s) 

{Ai} ; et 

o) caracteriser le ou les genes codant pour 1' enzyme ou les enzymes implique(s) 
dans la conversion du substrat {Ai} en produit {B} dans ladite ou lesdites 
cellule(s) receveuse(s) transformees (Ai+ ; B+) selectionnee(s) a l'etape n). 

15 

8- Methode selon la revendication 7, comprenant, avant l'etape m), tester ladite ou 
lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B+) transformee(s) sur un milieu minimum contenant 
plusieurs substrat(s) {Ai} comme seule source d'un element essentiel a la croissance et 
selectionner ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) capable(s) de croissance sur ledit milieu 

20 minimum contenant plusieurs substrat(s) {Ai}; ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) 
selectionnee(s) etant ensuite soumise a l'etape m) et suivantes. 

9- Methode selon la revendication 7 ou 8, dans laquelle : 

- entre les etapes k) et 1), ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- ; B+) est/sont 
25 modifiee(s) par le remplacement du premier marqueur de selection present dans le 

vecteur contenant la sequence d'acide nucleique introduite a l'etape b) par un nouveau 
marqueur de selection ; 

- ladite banque de sequences d'acide nucleique de l'etape 1) comprend un marqueur de 
selection different de celui porte par ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai-B+) 

30 - la methode comprend en outre les etapes suivantes : 

kk) l'extraction et la purification des vecteurs contenus dans ladite ou lesdites 
cellule(s) hote(s) selectionnee(s) a l'etape k) ; 
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kkk) la mutagenese in vitro dudit vecteur purifie a l'etape kk), avantageusement 
par transposition avec un element transposable portant un resistance 
fonctionnelle a un antibiotique differente de celle pre-existente sur ce vecteur. 
kkkk) la transformation de ladite ou lesdites cellule(s) hote(s) (Ai- 
5 ;B-) incapable(s) de metaboliser ledit ou lesdits substrats {Ai} et ledit produit 

{B} par les acides niucleiques mutes obtenus a l'etape precedente ; 
kkkkk) la selection des cellules hotes transformees contenant uniquement ledit 
deuxieme marqueur de selection ; ces cellules transformees, de phenotype (Ai- 
B+), appelees cellules receveuses, font alors l'objet de la transformation decrite 
10 en l'etape 1). 

10- Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans laquelle 
lesdites cellules hotes sont des cellules eucaryotes ou procaryotes. 

15 11- Methode selon la revendication 10, dans laquelle lesdites cellules hotes sont : 
cultivables dans des conditions standards connus de Phomme de Tart, 
- transformables, et 

capables de maintenir de fa^on stable les ADN exogenes transformants. 

20 12- Methode selon la revendication 10 ou 11, dans laquelle lesdites cellules hotes sont 
des bacteries. 

13- Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans laquelle 
ladite banque de sequences d'acide nucleique est une banque metagenomique. 

25 

14- Methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, dans laquelle ladite 
banque de sequences d'acide nucleique est issue d'organismes procaryotes ou 
eucaryotes cultivables. 

30 15- Methode selon l'une quelconque des revendications 1 a 12, dans laquelle ladite 
banque de sequences d'acide nucleique est issue d'organismes procaryotes ou 
eucaryotes non-cultivables. 
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16- Utilisation d'une cellule hote selectionnee a l'etape g) de la revendication 3, ou a 
Fetape j) de la revendication 5 dans un procede de preparation du produit {B} a partir 
du substrat {Ai}. 

5 17- Utilisation d'une cellule hote transformee avec le ou les genes codant pour l'enzyme 
ou les enzymes implique(s) dans la conversion du substrat {Ai} en produit {B} 
caracterise(s) selon la revendication 4 ou 6 dans un procede de preparation du produit 
{B} a partir du substrat {Ai}. 

10 18- Methode de selection ou de preparation de cellule hote (Ai- ; B-) incapable de 
metaboliser ledit ou lesdits substrats {Ai} et ledit produit {B} comprenant les etapes 
suivantes : 

- tester une population de cellules hotes, cultivables dans des conditions standards 
de laboratoire et dans des conditions industrielles de production, transformables, 
15 et capables de maintenir de fa?on stable les ADN exogenes transformants, sur un 

milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B} comme 
seule source d'un element essentiel a la croissance; et, 

selectionner la ou les cellule(s) hote(s) incapable(s) de croissance sur ledit 
milieu minimum contenant le(s) substrat(s) {Ai} et ledit produit {B}. 



20 
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Organisme hote (Ai- ; B-) 



V 



Transformation 
par une banqtie d'ADNs 
metagenomlques 
(vecteur Chloramphenicol 11 ) 



Milieu minimum + Chloramphenicol 
+ AI +Ai + An + B 



A) 



type 1 : phenotype (Ai+ ; B+) 




de croissance 



fitAi)=B f(B)= 
SubstratAi ► Produit cible B ► Croissance 



Substrat Ai 



Produit ciblc B 



1 / 1 

▼ // Croissance 



Croisssncc 



" Identification de f(Ai>= B 
Mutagenese par transposition 



type 2 : pMnotype (Ai+ ; B-) 




Identification de flAi) 3 croissance 
Ennchissement de librames {Tcnzymes 



type 3 : phenotype (Ai- ; B+) 



B) 




-► Realisation alternative 

Production d*une souche test (Ai- : B+) 
Identification de ftB)= croissance 
Ennchissement de libraries cf enzymes 



Figure 2 : Schema du cycle primaire de transformation-selection A) proc&te, B) Phenotypes identifies 



WO 2005/095634 



3/5 



PCT/FR2005/000696 



Orgarrisme h6te (Ai- ; B-) 

jj. Transformation des ADNs meU^nomiqaes maUs 
Miheo riche + Chloramphenicol 



Mutagens in vitro des vectears recombinants 
f«iles en cvcle nrimalre c hex lex clones ( AI+ : B+* 



i cvcle nrimalre ches |< 
^ 1 




Selection secoadalre en pool 



A) 



absence de croissance 



Genotype [AB] 
La capacity de croissance tor {Ai} et {B} 



type 1 : phenotype (Ai+ ; B+) 



f(Ai)»B f^B)= 
SubstiatAi ► Produh cible B ► Croissance 



phenotype mute I (Ai+ ; B+)* A 



eU(Ai+;B-)* 



Mutagenese par transpc 



f(Ai)=B f(B)= 
Substrat Ai ► Produit cible B ► Croissance 



T- 7 



phenotype mutt HI (Ai- ; B-)* 



phenotype mute IV (Ai- ; B+)* a 



SubstiatAi 


ntAi)-B 


Produit cible B 


f(B)=0 








nssance 


| SubstiatAi 
? 


f(Ai)=B 
► 


ou 

Produit cible B 








► Crc 




Substrat Ai 




Produit cible B 








► Crc 


lissance 



Genotype [A,B| 
La capacite de croissance sur (Ai) et (B) est indepcndante 



Substrat Ai 



Croissance 



T 



Produit cible B 



Croissance 



Mutagenese par transposition 



SubstiatAi 



Croissance 



? 

SubstiatAi 



Croissance 



Substrat A 

U*K=> 



Produit cible E 
J) 



Produit cible B 



L / *H 



1' 



Produit cible B J 



Produit cible B 



Croissance 



Mutaaenese in vitro par transposition non suivie cTeflfet sur le phenotype 
Mutagenese in vitro par transposition suivie tfeffet sur le phenotype 



B) 



Figure 3 : Schema du cycle secondare de transformation-selection A) proc6de\ B) Phenotypes identifies 
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Transformant de phenotype (Ai- ; B+ ; Cat R ; Apra s ) 



1 



Purification plasmidique 
Mutagenese in vitro (transposon Apra R ) 
Transformation de cellules botes (Ai- ; B- ; Cat s ; Apra 8 ) 

Selection des phenotypes (Cat 8 ; Apra R ) 
Verification de leur phenotype (Ai- ; B- ) 



Souche test de Torganisme note (Ai- ; B+; Cat s ; Apra R ) 

Transformation 
par une banque d v ADNs 
metagenomiques 
Vecteurs recombinants Cat R 



Adaptation 
conditionnellc 
d'une souche 
test 



J 



V 



Milieu minimum + Apra + Cat 
+ A1 +Ai + An 




Selection alternative en pool 



Identification alternative 



V 



/ 

Milieu minimum + AI 



Milieu minimum + An 





O croissance 

x absence de croissance 



phenotype (A1+ ; B+) 
phenotype (A2+ ; B+) 
Phenotypes (Ai+ ; B+) 



Suite de la realisation alternative 



Figure 4 : Schema du cycle alternatif de transformation-selection 

Apra, Apramycine ; Apra* 725 , Resistance/sensibilita a Fapramycine ; Cat, Chloramphenicol ; 
Cat 1 ^, Resistance/sensibilite au chloramphenicol 
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Phenotype (Ai+ ; B+ ; Cat R ; Apra R ) 



Purification plasmidique 
Transformation dc la souche 
(Ai- ; B-) 
Caracterisation des trans form ants 




Phenotype (Apra R Cat 8 ) 



Phenotype (Apra b Cat R ) 



Phenotype (Apra R Cat R ) 



Analyse chimique 
Evaluation de I'accumulation de 



IB! sur milieu riche 



Purification plasmidique 
Mutagenese par transposition 
Transformation de la souche (Ai- ; B+) 
Selection sur milieu rirhe+Anm +tat 



7" 



Milieu riche + Apra + Cat 




replique 



O Phenotypes mutes (Ai-B+) 

Purification plasmidique 
Caracterisation genetique des sequences 
disruptees 



Milieu minimum + Ai + Apra + Cat 




O croissance 

X absence de croissance 



Figure 5 : Procede alternatif de transformation-selection 
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